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(54) TiUe: THERMOLABILE LT^ACIL-DNA-GLYCOSYLASE, PROCESS FOR ITS PREPARATION AND USE FOR REMOVING 
URACIL FROM DNA 

(54) Bezeichnung: THERMOLABILE URACIL-DNA-GLYKOSYLASE. VERFAHREN ZU DEREN HERSTELLUNG UND VERWEN- 
DUNG ZUR ENTFERNUNG VON URACIL AUS DNA 



(57) Abstract 

The invention concerns a thermolabile enzyme having uracil-DNA-glycosylase activity and characterized in particular by a high 
degree of purity, shoa half-life times and a content of less than 2 9o contaminating foreign activities. The invention further concerns a 
process for preparing this enzyme and its use for removing the base uracil from DNA. in particular uracil -containing PCR products. The 
enzyme can be obtained from Gram-positive microorganisms such as, for example, Arthrcbacter or Micrococcus. 



(57) Zusammenfassung 

Thermolabilcs Enzym mit Uracil-DNA-GIykosylase-Aktivitat. das sich insbesondere durch einen hohen Reinheitsgrad. kurze 
Haibwertszeitcn und einen Gchalt an Kontaminierenden Fremdaktivitfitcn von wcnigcr als 2 % auszeichnet, cin Verfahren zu desscn 
Gewinnung sowie dessen Verwendung zur Entfemung der Base Uracil aus DNA. insbesondere uracilhaltiger PCR-Produkte. Das Enzym 
ist aus Gram-positivcn Mikroorganismen wie z.B. Arthrobactcr oder Micrococcus erhaitlich. 
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Thcrmolabiie Uracil-DNA*Glvkosvlase, Verfahren zu deren Herstellung und Ver- 
wendung zur Entfernung von Uracil aus DNA 



Die Erfindung betriffi ein thermolabiles (hitzelabiles) Enzym mit Uracil-DNA-Glykosy- 
lase-Aktivitat, ein Verfahren zur Gewinnung des Enzyms aus Gramm-positiven Mikro- 
organismen sowie ein verbessertes Verfahren zum Nachweis bzw. Entfernung von Uracil 
aus uracilhaltiger DNA, insbesondere aus DNA-Fragmenten, die nach spezifischer 
Amplifikation (z.B. PCR) erhalten werden. 

Uracil-DNA-Glykosylasen (UNG; EC 3.2.2,3) sind weit verbreitete, hochkonservierte 
und extrem spezifische DNA-Reparaturenzyme. Ihre biologische Funktion ist die spezi- 
fische Entfernung der Base Uracil aus DNA. Uracil kann in DNA durch die spontane De- 
aminierung von Cytosin, oder durch die MiBincorporation von dUTP wahrend der DNA- 
Synthese entstehen. Deaminierung von Cytosin fiihrt zu promutagenen U:G Falschpaa- 
rungen, die, wenn sie nicht konigiert werden, zu Transitions-Mutationen in der nachsten 
Runde der DNA-Synthese fiihren (Lindahl, T. (1993) Nature 362, 709-715). 

UNGs werden insbesondere im Rahmen der PCR-Technologie bei der Dekontaminierung 
von PCR-Ans&tzen verwcndet. Die sogenannte " carry-over" -Kontaminierung von PCR- 
Ans^tzen durch amplifizierte Target-DNA kann zu falsch-positiven Resultaten fiihren. Die 
"carry-over"-Kontaminierung kann durch den Einbau von dUTP in alle PCR-Produkte 
(wobei dTTP durch dUTP ersetzt wird) und die Behandlung von fertig gemixten PCR- 
Reaktionen mit UNG, gefolgt von thermischer Inaktivierung der UNG, kontrolliert 
werden. UNG spaitet dabei Uracil aus alien uracilhaltigen DNAs, hat jedoch keinen Eflfekt 
auf natiirliche (d.h. Ziel-)DNA. Die entstehenden abasischen Steilen blockieren die 
Replikation der DNA durch DNA-Polymerasen. Durch diese "carry-over-prevention"- 
Technologie kann verhindert werden, daB PCR-Produkte aus resultierenden PCRs durch 
Kontamination zu falsch-positiven Resultaten fiihren konnen (Longo et al. (1990) Gene 
93, 125-128). Fur diese Methode wird heute in der Regel eine UNG aus E. coli verwendet 
(WO 92/0181, EP 0 415 755). Auch die entsprechende Verwendung von UNGs fiir die 
isothermale Amplifikation ist beschrieben (EP 0 624 643). 

Die meisten heute bekannten UNGs zeigen eine ausreichend hohe Spezifitat fiir die effi- 
ziente Spaltung von Uracil aus Einzel- und Doppeistrang-DNA und sind somit prirmpiell 
zur Optimierung spezifischer Amplifikationsverfahren verwendbar. Die UNGs zeigen 
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dagegen keine Aktivitat gegenuber anderen, "normalen" DNA-Basen oder gegenuber 
Uracil in RNA. 

Eine Reihe von UNGs, isoiiert aus prokaiyotischen und eukaryotischen Organismen sowie 
einige viraien Urspnings, sind beschrieben. Mikrobielle UNGs sind insbesondere aus £. 
coli (T. Lindahl, PNAS 21 (9), 3649-3653 (1974); Lindahl et al., J. Biol. Chem. 252(10^. 
3286-3294 (1977)), BacUlus subtilis (Cone et al.. Biochemistry \6 (14), 3 194-3201 
(1977)), Bacillus stearothermophilus (Kaboev et al., FEBS Letters 132 (2), 337-340 
(1981)), Thermothrix thiopara (Kaboev et al., J. Bacteriology 164 (1), 421-424 (1985)) 
und Micrococcus luteus (Leblanc et al.. J. Biol. Chem. 252 (7), 3477-3483 (1982) be- 
kamit. Dariiber hinaus sind eine UNO vom Menschen (Krokan et al., Nucl. Acid Res. 9 
(11), 2599-2613 (1981) und einige UNGs viraien Ursprungs beschrieben. Des weiteren ist 
die struktureile Basis fUr die Spezifitat und Katalyse der UNG seit kurzem geklart (Sawa 
et al.. Nature 373, 487-493 (1995); Mol et al.. Cell 80, 869-878 (1995)). 

Fur die Anwendung fur die "carry-over-prevention"-Methode im Rahmen von Ampli- 
fikationsverfahren, wie z.B. der PCR, geniigen die meisten UNGs jedoch aufgrund ihres 
mangelnden Reinheitsgrads bzw. anderer Eigenschafien, insbesondere zu geringen 
Thermolabilit&t nicht den Anforderungen. So wird selbst nach drastischer ffitzeeinwir- 
kung, wie beispielsweise 10 Minuten, 95*'C und anschlieOender PCR eine Restaktivitat an 
UNG nachgewiesen (Thornton et al., BioTechniques H (2), 180-183 (1992)). Die 
Restaktivit&t an UNG, a.h. der weitere Abbau von uracilhaltigen PCR-Produkten wird 
routinem^ig in der Regel dadurch verhindert, daB die entsprechenden Ans&tze nach der 
PCR-Reaktion bei hohen Temperaturen von ca. 70® bis 72**C weiter inkubiert werden. 
Zudem wurde beobachtet, dafl die Lagerung des PCR-Ansatzes/des PCR-Produkts selbst 
bei ca. 4''C oft zum weiteren Abbau des PCR-Produktes fiihrt. Daher werden weit tiefere 
Temperatureti, wie ca. -20**C, flir die Lagerung und/oder die Inhibierung der Restaktivitat 
von UNG durch den Zusatz von Chloroform oder Phenol empfohlen. Dariiber hinaus 
fiihrte die Suche nach besser geeigneten hitzelabilen Mutanten bisher nicht zum Ziel 
(Duncan et al., J. Bacteriology 134. (3), 1039-1045 (1978); WO 92/0181). 

Somit l^t sich die Aktivitiit der derzeit zur Verfugung stehenden UNGs nicht vollstandig 
bzw. nur unter Anwendung zus&tzltcher, das gesamte Verfahren zusatzlich kompli- 
zierender MaBnahmen ausschalten. 

Aufgabe der voriiegenden Erfindung war somit, ein Enzym mit Uracil-DNA-Glykosylase- 
Aktivitat zur Verfugung zu stellen, durch die die aus dem Stand der Technik bekannten 
Schwierigkeiten bei der Entfemung von Uracil aus DNA weitestgehend ausger&umt bzw. 
vermieden werden k5nnen. 
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Die Aufgabe wird geldst durch ein thermolabiles Enzym mit Uracil-DNA-Glykosylase- 
Aktivim, welches aus Gramm-positiven Mikroorganismen mit einem Reinheitsgrad von 
mindestens 95% (SDS-Gel) erh^tlich ist und durch eine Halbwertszeit von weniger als 5 
Minuten bei 40°C und ungefahr oder weniger ais 2 Minuten bei 45'*C charakterisiert ist. 
Neben Arthrobacter kommen hier insbesondere Mikroorganismen der Gattung Micro- 
coccus in Betracht. Besonders vorteilhafi hat sich enviesen, wenn der Mikroorganismus 
DSM 10239 (BMTU 3346) als Enzymquelle venvendet wird. DSM 10239 ist bei der 
Deutschen Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 
lb, D-38124 Braunschweig hinterlegt. 

Die Reinigung des erfindungsgemafien Enzyms erfolgt in der Regel unterhalb von ca. 
10**C, vorteilhafterweise bei ca. 4''C. Zunachst werden die Zellen durch dem Fachmann 
bekannte MaBnahmen aufgeschlossen; bevorzugt geschieht dies mechanisch mittels einer 
Hochdruckpresse oder eines Homogenisators. AnschlieQend werden die DNA-Bestand- 
teile abgetrennt, 2.B. durch eine Polymin-Fallung. Der Uberstand wird zur weiteren Rei- 
nigung zunachst einer Hydroxyapatit-Chromatographie (z.B. Hydroxyapatit-Ultrogel) 
unterzogen, der eine Anionenaustauschchromatographie (bevorzugt an Q-Sepharose ff 
high load) und eine hydrophobe Interaktionschromatographie folgt. Letztere kann z.B. an 
Phenyl-Sepharose fF stattfinden. 

im einzelnen wird fiir die Reinigung des Enzyms wie folgt vorgegangen: 

Eine bestinmite Menge Zellen werden in Form ihres Trockengewichts in ge&orenem Zu- 
stand mit einer niedrig konzentrierten, im pH-Bereich von ca. 7,2 bis 8,0 gut puffemden 
Substanz, wie z.B. Phosphatpuffer mit einem SH-Reagenz suspendiert. AnschlieQend 
erfolgt zum AufschluO der Zellen eine Inkubation mit Lysozym; in der Regel sind hier 30 
Minuten bei ca. 4X ausreichend. Der eigentliche ZellaufschluB erfolgt mechanisch, 
beispielsweise mittels einer Hochdruckpresse oder eines Homogenisators. In der Regel 
wird ein Aufschlufigrad von ca. 30% erreicht. 

Zur Abtrennung von Nukleinsaurebestandteilen werden diese unter nicht denaturierenden 
Bedingungen gefkllt. Insbesondere hat sich hier eine stufenweise Fallung mit einer ver- 
diinnten Polymin-Losung als geeignet erwiesen. Nach kurzer Inkubationsphase und Zen- 
trifugation wird der Uberstand vorteilhafterweise gegen die Pufferlosung dialysiert, die fiir 
die Suspensierung der Biomasse venvendet worden ist. Es hat sich gezeigt, daB die 
Dialyse in der Regel nach ca. 16 Stunden abgeschlossen ist. Das Dialysat wird iiber eine 
Hydroxyapatit-Ultrogelsaule aufgetrennt. In jedem Fall wird das entsprechende Chro- 
matographie-Material zunachst mit der Losung, in der sich auch die au£njtrennende 
Fraktion befindet, aquilibriert. Die das Enzym enthaltene Fraktion wird mit einem linearen 
Gradienten von ca. 10 mM bis 1 M Puflferlosung, z.B. eines Phosphatpuflfers bei ca. pH 
7,5 eluiert. Die vereinigten Fraktionen werden gegen eine bei ca. pH 8,0 puflfemde 



wo 97/20922 



4 



PCT/EP96/05398 



L65ung dialysiert. AIs PuflFer ist hier beispielsweise Tris/HCl, aber auch Triethanolamine, 
N-Meth^ddiethanolamine oder andere organische bzw. anorganische Puffer mit einer 
Pufferkapazitat zwischen pH 7,8 bis 8,4 geeignet. Das vereinigte Dialysat wird auf eine 
mit dem Dialysat-Puffer aquilibrierte Anionenaustauschers^ie, wie beispielsweise Q- 
Sepharose ff high load aufgetragen und mit einem linearen Gradienten mit steigenden 
Konzentrationen Natriumchlorid eluiert. Die vereinigten Eluatfraktionen werden mit 
Ammoniumsulfat versetzt (Endkonzentration: 1,3 M) und auf ein hydrophobes S&u- 
lenmaterial aufgetragen. AIs Saulenmaterial hat sich hier besonders Phenylsepharose ff als 
geeignet enviesen. Das S&ulenmateriai wird mit Puffer, beispielsweise Kaliumphosphat- 
Puffer enthaltend zus&tzlich insbesondere ca. 1 M Ammoniumsul&t aquilibriert. Nach 
Beladung des S^lenmaterials wird mit einem linearen Gradienten enthaltend steigende 
Mengen an Glycerin bei pH ca. 6,0 eluiert. Die entsprechende Enzymaktivit^it 
aufweisenden Fraktionen werden vereinigt und gegen ein geeignetes Puffersystem, wel- 
ches mindestens 100 mM Natriumchlorid und mindestens 40% Glycerin enthalt dialysiert. 
Dieser Dialysepuffer hat sich gleichfalls als Lagerpuffer flir das Enzym als geeignet 
enviesen, wenn die Mischung aus ca. 10 bis 250 mM einer im schwach alkalischen pH- 
Bereich puffemder Substanz, wie beispielsweise Hepes, Tris oder Triethanolamin, ca. 0, 1 
bis 5 mM eines organischen Komplexbildners wie beispielsweise EDTA, eines SH- 
Gnippen stabtlisierenden bzw. SS-Gruppen reduzierenden Agenzes in einer Konzentration 
von ca. 0,5 bis 5,0 mM, 200 bis 350 mM Natriumchlorid und ca. 45 bis 55% Glycerin 
aufweist. Als ganz besonders vorteilhaft fiir die Lagerung hat sich eine entsprechende 
Mischung erwiesen, die ca. 300 mM Natriumchlorid sowie ca. 50% (v/v) Glycerin sowie 
gegebenenfalls ca. 0, 1 bis 5,0 mg/ml Rinderserumalbumin enth^t. Das UNG-Enzym kaim 
in einem solchen Puffer zwischen ca. +4° und -20®C bis zu einem Jahr aufbewahrt werden, 
ohne dafi ein merklicher Aktivit^sverlust festzustellen ist. 

Das Enzym kann mit dem edindungsgemaBen Verfahren mit einem Reinheitsgrad von 
mindestens 95% (SDS-PAGE) erhalten werden. Das auf diese Weise isolierte Enzym 
besitzt mindestens eine spezifische AktiviUit von 5x10* Units/mg bei einem 
Temperaturoptimum von ca. 37 **C und einem pH-Optimum von ca. pH 6.5. Das 
apparente Molekulargewicht des Enzyms liegt zwischen 23000 und 24000, bei ca. 23400 
dalton (SDS-PAGE). 

Ein weiterer Vorteil des erfindung5gem^I3en Enzyms ist, daB es nahezu frei von Fremd- 
aktivit&ten ist. D.h. es konnte gezeigt werden, daQ bezogen auf die Gesamtaktivitkt der 
UNG weniger als 2%. in vielen Fallen weniger als 0,1% von fremden Enzymaktivitaten 
enthalten sind. Insbesondere Aktivitaten der folgenden En2:yme konnten nicht festgestellt 
werden: DNasen, Nicking Aktivitat, Einzelstrang-DNasen, RNasen und Exonukleasen. 

Ein weiterer Vorteil des erfindungsgemaOen UNG-Enzyms ist seine geringe Hitzebe- 
sttodigkeit. Bei ca. 40^C betragt die Halbwertszeit des Enzyms weniger als 5 Minuten, 
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wahrend einer Inkubation von ca. 45*'C konnte eine Halbwertszeit von ungefahr 2 Minu- 
ten Oder weniger, oft von ca. 60 Selcunden oder weniger ermittelt werden. Diese Stabili- 
tatsdaten wurden in Tris/HCl-Puflfer (pH-Bereich 8,3 bis 8,9), der dariiber hinaus Magne- 
siumchlorid und Kaliumchlorid enth^t, bestimmt. 

Die erfindungsgemaQe UNG ist zum Nachweis uracilhaltiger DNA bzw. zur Entfemung 
der Base Uracil aus DNA, insbesondere von uracilhaltigen PCR-Produkten geeignet. Die 
UNG wird hierfiir in einem zwischen pH 7,5 und pH 9,2 pufiemden System vorgelegt. 
Insbesondere haben sich hier solche PuSersysteme als geeignet enviesen, die dem Fach- 
mann fiir die Anwendung der PCR bekannt sind (Sambrook, J., Fritsch, E.F., Maniatis, 
T., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd edition. Cold Spring Harbor Labora- 
tory Press, 1989). Insbesondere haben sich hier anorganische oder organische Pu£fer, wie 
beispielsweise Tris-HCl in einem Konzentrationsbereich von 5 bis 100 mM, die zudem 
uber 30 mM Kaliumchlorid und ca. 0,S bis 3 mM Magnesiumchlorid enthalten, als vor- 
teilhaft erwiesen. Die UNG liegt vorteilhafterweise in einer Konzentration von ca. 5 bis 40 
U/ml, besonders bevorzugt von ca. 20 U/ml vor, Eine Inkubation von ca. eine bis 30 
Minuten bei einer Temperatur von ca. lO^'C bis 30*^C hat sich in den meisten Fallen fiir 
den Abbau von kontaminierender uracilhaltiger DNA als ausreichend erwiesen. An- 
schlieBend wird die UNG inaktiviert, indem zwischen ca. 1 und 1 0 Minuten, vorteil- 
hafterweise ca. 2 Minuten, auf ca. 95X erhitzt wird. Als vorteilhaft hat sich dabei er- 
wiesen, daO die erfindungsgem&Qe UNG nach der Inaktiviemng bei langerer Inkubation 
(ca. 4*'C) von mehreren Stunden (ca. 4h) kcine Restaktivit&t aufweist. Diese Eigenschaft 
hat sich als besonders vorteilhaft in der sogenannten "carry-over-prevention"-Methode 
erwiesen, da die bekannten UNGs, wie z.B. das aus E. coli erhaltliche Enzym, weniger 
leicht durch Hitzeeinwirkung zu inaktivieren sind und somit eine deutlich hohere Rest- 
aktivit&t zurlick bleibt. Durch die Anwesenheit einer geringeren Restaktivitat nach der 
Behandlung von DNA, beispielsweise PCR-Produkten, mit dem erfindungsgemaflen 
Enzym ist zudem der Vorteil der besseren bzw. langeren Lagerbarkeit verbunden. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Kit (Reagenz) zur Vervielf^tigung 
spezifischer Nukleins&urefragmente, insbesondere zur Durchfiihrung von PCR unter den 
beschriebenen verbesserten cairy-over-prevention-Bedingungen. Der Kit enthalt neben 
den konventioneUen Nukleotidtriphosphaten das Nukleotidtriphosphat dUTP, eine ther- 
mostabile Polymerase, die erfindungsgemaBe hitzeiabile UNG sowie einen geeigneten 
ReaktionspuSer. Im besonderen enth^t dieser Kit die hitzeiabile UNG, in einer Konzen- 
tration von 0, 1 bis 5 U/m1. Daneben enthalt der Kit die Nukleotidtriphosphate dATP, 
dCTP, dGTP in einer Konzentration von 10 mM sowie das Nukleotidtriphosphat dUTP in 
einer Konzentration von 30 mM. Des weiteren enth^t der Kit einen Pu£fer zur Durch- 
fuhning der Dekontamination, Hitzeinaktivierung der UNG und PCR. Dieser Puffer ist im 
schwach-alkalischen Bereich gepuffert, zwischen pH 7,5 und 9,2, vorzugsweise pH 8,3 
bis 8,9. Geeignete Puffersubstanzen sind dabei beispielsweise Tris/HCl 10 mM. Femer 
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enthalt der PuflFer ca. 10 bis 100 mM KCI (bevorzugt sind 50 mM). MgClj zwischen 1.0 
und 5 mM. Die bevorzugt verwendete Polymerase ist Taq-DNA-Poiymerase, isoliert aus 
Thermus aquaticus; die Konzentration betragt 2 bis 10 U/^il, bevorzugt 5 U/jiI. 

Zusammenfassend kann somit festgehaiten werden, daO das erfindungsgem^e hitzeiabile 
Enzym mit Uracil-DNA-Glykosylase-Aktivit^t im Vergleich zu bekannten Enzymen 
uberraschenderweise leichter durch Hitzebehandlung zu inakttvieren ist. Zudem konnte 
gezeigt werden, dafl die Vcrwendung des erfindungsgemaBen Enzyms bei der "carry- 
ovcr-prevention"-Methode eine deutlich geringere Restaktivit^t nach Durchfiihrung der 
PCR zeigt. Dies fiihrt zu einer deutlichen Verbessemng bezUglich Quantit^t und Qualit&t 
des PCR-Produktes; insbesondere da uracilhaltige PCR-Produkte nach der PCR nicht 
aufgrund von Restaktivitat (und/oder Reaktivieoing) der UNG degradiert werden. 

Erlauterungen der Abbildungen: 
Abbildung 1: 

Vergleich Hitzeinaktivierung der UNO aus DSM 10239 und E. coli. 
Es wurden jeweiis 1 U der UNG aus DSM 10239 und E. coli in 100 ^1 PCR-PuflFer ver- 
diinnt und bei 40 und 45**C inkubiert. Zu bestimmten Zeiten wurden Proben genommen 
und die verbleibende Restaktivit&t bestinunt, 

(-A (40°C), -»(45°C); UNG DSM 10239; 
-A- (40^C), -□- (45«C): UNG E. coli). 

Abbildung 2A: 

Bestimmung der Restaktivitat von UNG nach Inaktivierung und PCR. 
Es wurden jeweiis 2 U der UNG aus DSM 10239 sowie aus E. coli zu einem PCR-AnsaU 
zugegeben. Danach wurde die UNG for 2 min bei 95°C inaktiviert. AnschlieBend wurde 
die PCR (Amplifikation mit einem 103 Basenpaare langen Fragment) durchgefohrt. Nach 
der PCR voirde die Probe auf 4^C abgekuhlt. Die Spuren A 1-4 zeigen den Versuch des 
Ansatzes for die UNG aus DSM 10239. Die Spuren B 1-4 zeigen den entsprechenden 
Versuch for die UNG aus E. coli, die Spuren C 1-4 die KontroUansatze ohne UNG. Die 
Spuren Al, Bl, CI zeigen die Probe for eine Inkubationszeit T = 0; die Spuren A2, B2, 
C2 die Probe nach einer Inkubationszeit T = I h; die Spuren A3, B3, C3 nach 4 h 
Inkubation und die Spuren A4, B4, C4 nach 16 h Inkubation. Nach 16 h zeigen sich bei 
beiden UNGs Abbauprodukte des PCR-Produktes. Bei der UNG aus E. coli ist das 
Auftreten soicher Abbauprodukte bereits zur Zeit T = 0 zu beobachten. Die Spuren D und 
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E zeigen den Verlauf des Abbaus der PCR-Produkte bei Zugabe der UNG aus DSM 
10239 (Spur D) und E. coli (Spur E) nach der PGR. 

Abbildunp 2B: 

Versuchsanordnung wie in Abb. 2 A; die Inaktivierungszeit der UNG betrug jedoch 10 
min bei 95®C. Die Spuren A, B entsprechen den Spuren A, B der Abb. 2A. Es ist deutlich 
zu erkennen, daB die UNG aus DSM 1 0239 im Bereich zwischen T = 0 und T = 4 h kei- 
nerlei Abbauprodukte des PCR-Fragmentes aufweist. 

Die foigenden Beispiele erlautem die Erfindung weiter: 
Beispiel I: 

Reinieung der hitzelabilen Uracil-DNA-Glvkosvlase 
Definition der Enzymeinheiten: 

1 U ist definiert als die Menge von Uracil-DNA-Glykosylase» die bendtigt wird, um 1 ^ig 
Einzelstrang uracilhaltige DNA (Bakteriophage Ml 3, gewachsen in E. coli CJ236 DUT 
negativ, UNG negativ) bei 37**C in 60 min voUst^dig abzubauen. 

Testvolumen: 50 lol, Konzentration 60 mM Tris/HCl, pH 8A0; 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 
0, 1 mg/ml BSA. 

Nach Inkubation fur 60 min bei 37^C werden 16,5 ^il 0,6 M NaOH zugegeben, fiir 5 min 
bei 37^C inkubiert, danach auf Eis abgestoppt und anschlieOend 16,5 ^1 0,6 M HCl zuge- 
geben. Die Auswertung erfolgt auf einem 1% igen Agarosegel. 

Reinigung: 

Die Reinigung der Uracil-DNA-Glykosylase erfolgt bei 4°C. Das hier beschriebene Ver- 
fahren bezieht sich auf die Reinigung der Uracil-Glykosyiase aus DSM 10239. 
Das Reinigungsverfahren umfaBt folgende Schritte: 

AufschluO der Zellen in einer Hochdruckpresse, Polymin-Fallung zur Abtrennung der 
DNA, Reinigung der UNG durch Chromatographie an HA-Ultrogel, Anionenaustausch- 
chromatographie (Q-Sepharose fThigh load) und hydrophobe Interaktionschromatogra- 
phie (Phenyl-Sepharose S). 
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Ldsungen: 



Puffer 1 : 



10 mM Kaliumphosphat, pH 7,5, 1 mM B-Mercaptoethanol 



Puffer 2: 



10 mM Tris/HCI, pH 8,0/4°C, 1 mM B-Mercaptoethanol 



Puffer 3: 



100 mM Kaliumphosphat, pH 6,0, 1 M Ammoniumsulfat, 1 mM B-Mer- 
captoethanol 



Puffer 4: 



100 mM Kaliumphosphat, pH 6,0, 10% Glycerin, 1 mM B-Mercaptoetha- 
nol 



Lagerpuffer: 50 mM Hepes/KOH, pH 8,0. 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 300 mM NaCl, 
50% Glycerin 

40 g Biomasse (Trockengewicht) werden mit 400 ml Puffer 1 versctrt, aufgetaut und 
suspendiert. Die Suspension wird mit 100 mg Lysozym versetzt und fur 30 min bei 4**C 
genihrt. AnschUeBend erfolgt der AufschluB der Zellen in einer Hochdruckpresse in zwei 
Durchg&ngen. Der Druck betragt dabei 550 kg/cm^. Der AufschluBgrad betr&gt unter 
diesen Bedingungen ublicherweise 20-30%. 

Anschliefiend erfolgt eine Polyminfkllung: 10 ml 10%ige Polymin-P-Losung werden 
tropfenweise zugegeben. Falls die FMllung nicht voUsttodig ist, erfolgt eine weitere 
Polymin-Zugabe in je 2 ml-Schritten. Nach beendeter Titration wird das Prazipitat ca. 30 
min bei 4**C stehen gelassen. AnschlieBend wird die Suspension fiir 30 min bei 13.000 x g 
bd 4°C zentrifiigiert. Der Uberstand der Zentrifiigation wird insgesamt gegen 5x 5 Liter 
Puffer 1 dialysiert (Dauer 16 h). Das Dialysat wird auf eine mit Puffer 1 aquilibrierte HA- 
Ultrogelsaule (2,6 x 10 cm) aufgezogen und mit ca. 500 ml Puffer 1 gewaschen. 
Anschliefiend wird das Enzym mit einem linearen Gradienten aus Puffer 1 und Puffer 1 + 
1 M Kaliumphosphat pH 7,5 in einem Gesamtvolumen von 1,5 1 eluiert. 

Die FlieBgeschwindigkeit betragt 5 ml pro Minute, die FraktionsgroBe 10 ml pro Frak- 
tion. 

Das Enzym eluiert zwischen 50 und 1 50 mM Kaliumphosphat. Die gepoolten Losungen 
werden gegen 4x2 Liter Puffer 2 dialyisert. Die dialysierte Lbsung wird auf eine mit 
Puffer 2 aquilibrierte Q-Sepharose ff-high load (2,6 x 10 cm) aufgezogen und mit ca. 500 
ml Puffer 2 die S^ule gewaschen. 
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AnschiieBend wir das Enzym mit einem linearen Gradienten aus PuflFer 2 und Puffer 2 + 1 
M NaCl in einem Gesamtvolumen von 1,5 Liter eluiert. FlieOgeschwindigkeit betragt ca. 
10,0 ml/min, die FraktionsgroBe 10 ml. 

Das Enzym eluiert zwischen 200 und 300 mM NaCl-Konzentration. 

Zu den gepooiten Fraktionen wird festes Ammoniumsulfat bis zu einer Endkonzentration 
von U3 M unter Riihren bei 4°C zugeg^en und gelost. Diese Ldsung wird auf eine mit 
Puffer 3 aquilibrierte Phenylsepharose fiT-Saule (1,6 x 10 cm) geladen. Nach Waschen mit 
ca. 200 ml Puffer 3 wird das Enzym mit einem linearen Gradienten aus Puffer 3 und 
Puffer 4 in einem Volumen von 100 ml eluiert. Die FlieOgeschwindigkeit betragt ca. 2,5 
ml pro min, die FraktionsgrdOe 4 ml. Die aktiven Fraktionen werden vereinigt und gegen 
Lagerpuffer dialysiert. Die gereinigte UNG ist zwischen +4°C und -20°C in Lagerpuffer 
stabil. 

Die beschriebene Methode liefert eine ca. 23,4 kda grofle Uracii-DNA-GIykosylase mit 
einem Reinheitsgrad von mindestens 95 % (8-25% SDS-PAGE, Phastgel von Pharmacia, 
Phastgelsystem) und einer spezifischen Aktivitdt von mindestens 5x10* Units/mg 
(Proteinbestinunung nach Coomassie) . Das Enzym ist zudem frei von kontaminierenden 
Fremdaktivitaten (Nicking-Aktivit&t, Exonukiease und Endonuklease). 

Bestimmung von kontaminierenden Fremdaktivitaten: 

Der Test auf das Vorhandensein von kontaminierenden Fremdenzymaktivitaten wurde in 
einer Losung bestehend aus 10 mM Tris-HCl, pH 7,5, 10 mM MgCb, 1 mM DTE durch- 
gefiihrt. Die einzelnen Enzymfraktionen (20 ^l) wurden mit den entsprechenden Nu- 
kleinsauren inkubiert. Sogenannte Nicking-Aktivitat wurde durch Inkubation von 1 ^g 
pBR322 fiir 16 Stunden bei 37°C bestimmt. Einzel- und doppelstrangige Nukleasen 
wurden unter Verwendung von M13mp9-ss DNA und entsprechend von X/Eco RI, 
Hindll getestet; die Inkubation erfolgte bei 3TC fUr 16 Stunden. Die Abwesenheit von 
RNasen wurde getestet durch Inkubieren der Proben mit 5 ]xg MS 2 RNA fur 1 Stunde 
bei 37*'C. Fiir den Test auf Exonukleasen wurden die Proben mit 1 |ig [3H]-gelabelter 
DNA 4 Stunden bei 37*'C inkubiert und die freigesetzten [3H]-markienen Nukleotide be- 
stimmt. 
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Beispicl 2: 

Hitzelabilitat der UNG 

Die Hitzelabiltat (Hitzeinaktivierbarkeit) der UNG aus DSM 10239 wurde mit einem ra- 
dioaktiven Testsystem bestimmt. 

Zu diesem Zweck wurde ein radioaktives Testsubstrat uber Random primed labeling her* 
gestellt. 5 ml Reaktionsvolumen enthielten: 2,5 mg Kalbsthymus-DNA, je 0,5 |iM dCTP, 
dATP, dGTP, 2,6 nM H3-dUTP, 23 nM dUTP, 1 ml Hexanukleotidmix (62,5 OD/ml) 
und 5 KU Klenow-Fragment. Der Reaktionsansatz wurde 1 h bei 37*'C inkubien. Nicht 
eingebaute Nukleotide wurden durch Chromatographie an Sephadex G50 (2,5 x 10 cm) 
abgetrennt (Sephadex G50, aquilibriert in 10 mM Tris/HCl, pH 8,0/4°C). Die Fraktionen, 
die markierte DNA enthielten, wurden gesammelt und durch Lyophilisation eingeengt. 



Durchfiihrung des Testes: 

Der Testansatz (50 |il) enthielt 5 lol der markierten Kalbsthymus-DNA (10.000 cpm ent- 
spricht 0,82 pMol H3-Uracil). 60 mM Tris/HCl, pH 8,0, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 0.1 
mg/ml BS A. Nach Zugabe von UNG in einer geeigneten Verdiinnung wurde der Reak- 
tionsansatz fur 10 min bei 37°C inkubiert. 

AnschlieOend wurde auf Eis abgestoppt, 100 ^1 Fallungs-DNA (1 mg/ml) zugegeben und 
300 ^il 10%ige Trichloressigsaure (TCA) zugegeben. Nach 10 min Inkubation auf Eis 
(4X) wurde fiir 5 min in einer Tischzentrifuge zentrifiigien, 400 |il des tJberstandes 
wurden zur ZShlung in einem Ssdntillationszahler verwendet. 

Im Rahmen der "carry-over-prevention"-Methode wird UNG in einem fiir PCR geeigne- 
ten Pu£fer verwendet. Die Inaktivierungskinetik der erfindungsgemiifien UNG wurde des- 
halb in einem fiir PCR geeigneten PuflFer durchgefiihrt. Der PCR-PuflFer enthielt 10 mM 
Tris/HCl, pH 8,3, 1,5 mM MgCb, 50 mM KCI. 

1 U UNG wurde in 1 00 jil PCR-PufFer verdiinnt und bei unterschiedlichen Temperatu'en 
inkubiert. Zu bestimmten Zeiten wurden Proben genommen und die verbleibende Res 
aktivitat mit dem oben beschriebenen Testsystem bestimmt (Tabelle 1). Dabei wurde; r 
die erfindungsgemaBe UNG folgende Halbwertszeiten ennitteh: 0,5 min bei 45°C, 2 
bei 40°C (Abb. 1). Fiir die UNG aus E. coli wurden unter entsprechenden Bedingunt 
folgende Halbwertszeiten ermittelt: 8 min bei 45^C und 27 min bei 40°C. 
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Tabelle 1: 



' ".r"- '■• • ^ ■ 


UKCDSM 
10239 <40^O 


UNGDSM : 
il>239(4S?C) 




IINGE. coU 

^m^- -- ' ■ 


0 


100% 


100% 


100% 


100% 


2 


82% 


3% 


89% 


65% 


5 


12% 




82% 


45% 


10 


2% 




76% 


42% 


20 










30 






50% 


10% 


60 






18% 


2% 



Beispiel 3 : 

Restaktivitat der erfindungspemaBen UNG nach Inaktivierung und PGR 

Das im foigenden beschriebene System dient zum Nachweis von Restaktivitaten an UNG 
nach Hitzeinaktiviemng und anschlieBender PGR. Dabei wird der Abbau eines uracilhal- 
tigen PCR-Produkts verfolgt. Die Detektion des PCR-Produkts erfolgt iiber den Nach- 
weis einer eingebauten Digoxigenin (DIG)-Markierung. Diese Markierung wurde durch 
Venvendung eines am 5'-Ende DIG-markierten Primers in der PGR vorgenonunen; der 
zweite Primer tragt keine Markiemng. Der Abbau des uracilhaltigen PGR-Produkts er- 
folgt durch den Nachweis der Abbauprodukte. Die Abbauprodukte werden dabei iiber ein 
SequenzgeL aufgetrennt und die DIG-Markierung iiber ein Anti-DIG/Chemoluminescenz- 
System detektiert. 

Es wurde eine 103 Basenpaare lange Sequenz aus dem Multiple Gloning Site des pUC 18- 
Vectors amplifiziert. Als Primer wurden dazu der pUC-sequencing, 5*-Digoxigenin- 
markierte Primer (Sequenz: 5'-DIG-d[GTAAAACGA CGGCCAGT]-3' sowie der pUC- 
reverse sequencing primer (Sequenz: d[CAGGAAAC AGCTATGAC]-3* verwendet. 100 
^tl des Ansatzes enthielten PGR-Puflfer mit 10 mM Tris/GGl, pH 8,3, 50 mM KGl, 1,5 mM 
MgCIz; je 200 ^iM der Nukleotide dATP. dCTP, dGTP sowie 600 ^M dUTP, 2,5 U Taq- 
DNA-Polymerase, 1 ng pUCI8-DNA/Pst 1. 2 U UNG sowie je 1 piM der beiden Primer. 
Danach werden die Proben in einen Thermocycler (z.B. Perkin Elmer 9600) uberfiihrt. 
Die Hitzeinaktivierung der UNG erfolgt innerhalb von 2-10 min bei 95°C. AnschlieBend 
wird die PGR zur Amplifikation des 103 Basenpaare-Fragments durchgefiihrt. Die PGR 
besteht aus 25 Zyklen a I min bei 94°C. Imin bei SOX sowie 3 min bei 72*'C. Danach 
wird die Probe bei 4°G aufbewahrt und zu geeigneten Zeitpunkten Proben entnommen, 
um den Abbau des PGR-Produkts nachzuweisen. 20 |il der entsprechenden Probe werden 
mit 5 nl 0,6 M NaOH versetzt, fiir 5 min bei 37*=*G inkubiert, danach auf Eis abgestoppt 
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und anschlieQend 5 ^1 0,6 M HCl sowie 4 |il Formamid-Stopper-Losung zugegeben. 
AnschlieBend werden die Proben 3 min bei 95°C erhitzt, urn Einzelstrange zu erhalten. 

1,5 ^1 der Probe werden auf ein 8%iges Sequenzgel aufgetragen und getrennt (Lau&eit 
50 min bei 2500 V, 26 mA). Die anschlieBende Detektion des DIG-markierten PCR-Pro- 
dukts sowie der DIG-markierten Abbauprodukte erfolgte nach dem Protokoli des DIG 
Taq DNA Sequencing Kit (Boehringer Mannheim) und des DIG-Lumineszenz-Detektion- 
Kit (Boehringer Mannheim). 

Abb. 2A zeigt die Auswertung eines solchen Experiments. Dabei wurden die PCR- 
Ansatze bei 4**C aufgewahrt und nach 0 h, 1 h, 4 h, 16 h Jewells Proben entnommen. 

Im Vergleich zu der UNG aus DSM 10239 (Spur A 1-4) wurde die UNG aus E. coli 
(Spur B 1-4) eingesetzt. Als KontroUe diente ein Ansatz ohne UNG (Spur C 1-4). Im 
Gegensatz zur E. coli-UNG treten bei der erfindungsgemaflen UNG in den Zeiten 0 bis 4 
h nahezu keine Abbauprodukte auf Bei einer Hitzeinaktivierung fiir 2 Minuten bei 95°C 
zeigt die erfindungsgem&Be UNG somit einen deutlichen Vorteil gegenuber der UNG aus 
£. coh (Abb. 2A). Die minimale verbleibende Aktivitat der erfindungsgemaBen UNG kann 
durch eine Verltogerung des Inaktivieningsschrittes (z.B. 10 min bei 95°C) weiter 
gesenkt werden (Abb. 2B). 



wo 97/20922 



PCT/EP96/05398 



13 

BUDAPESTER VERTKAG tSBVK DIE tNTTERN/^TlONALE 
A^tERKENNUNG DER HINTERLEGUSG VON MIKROCRGANlSMtN 
FOR DIE ZWECKE VON PATOTVERF/HREN 



INTERNATIONALES FORMBLATT 



Boehringer Mannheim GmbH 
Sandhofer Str. 116 



68305 Mannheim 


EMPFANGSBESTAnGUNG BEI ERSTHINTERLEGUNG. 
ausgcstelli gemiS Regel 7.1 von der uniea angegebcncn 
INTERNATTONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 


1. KENNZEICHNUNG DES MIICROORGANISMUS 


Vom HINTERLECER rugetsiltes Bezugszekhen: 
BMTU 3346 


Von der INTERN ATI ON ALEN HINTERLECUNGSSTELLE 
zugeieilu EINGANGSNUMMER: 

DSM 10239 


11. WISSENSCHAFTUCHE BESCHREIBUNG UND/ODER VORGESCHLAGENE TAXONOMISCHE BEZEICHNUNG 


Mil tfon untcr 1. bezctchnctsn MUcroorgaiusmus Witirde 




(X ) cine wbsensch«flliche Beschreibung 

(X ) cine vorgesctUtgenc uxonomische Bezetchnung 




ctngcfcichL 

(ZutrefTendes ankieuzcn). 




UI. EIKGANG UKD ANNAHME 


Dicse mtcrutionBlc Himerlcfimgsstetle ntnum den untcf 1 bezeichneten Mikroorginismus an. dcr beith/sm 1995*09*06 (Danmi <tcr 
Enthinieriefung)' etngegangea tSL 


IV. EINGANG DES ANTRAGS AUF UMWANDLUNG 


Der imter I bezetchnetc Mikroorgtrmmus isi bei dicscr Intenuttonalen Hintertegungsstellc am eingcgangen (Danun der Em- 
htmnttfttng) und cm Antrag auf Umwandlung dtcser Enthinteriegung m cine Hiniertegung gemlB Budapcstcr Vcmag ist am 
cmgegangcn (Datum des Etngangs dcs Anvags auf Umwandlung). 


V. INTERNATIONALE HINTERLECUNGSSTELLE 


Name: DSM-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND 2ELLKULTUREN GmbH 


Unterschrift(en) der zur Vertreomg der tmemacionalen Hintertegungssteile 
bchigtcn Pcrson(cn) Oder des (der) von du ermtchtigten Bcdtenstcten: 


Ansdtna: Maschcroder Weg lb 
D-38124 Braunschweig 


Daium: 1995-09-08 



Fans Rcgel 6.4 Buchsiabe d zotrifft ist dies der Zcitpimku zu dcm der Sums eincr mtematiODaJcn Hinicrtegungssielte crvrorbcn worden ist 



Focmblan DSM-BP/4 (einzige Scite) 07>94 
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BUDAPESTCR VERTRAG OBER DIE INTCRNATIONAU 
->iERK£NNUNG DER HnnERLEGWC VON Mi:tROO?.GANlA.,£EK 
FOR DIE ZWECKE VON PATl^^VERf AKP£N. 



INTERNATIONALES FORMBLATT 



Boehringer Mannheim GmbH 
Sandhofer Str. 116 



68305 Mannheim 



LEBENSFAHIGKEITSBESCHEINICUNG 

susgcttelU gemtA Rcgel 10^ von dtr umen tngegebeaen 

nvrreRNATIONALEN HI^fTERLECUNGSSTELLE 



I. HINTERLECER 


11. KENNZEICHNUNG dIs MIKROORGANISNfUS 


Name: Boehringer Mannheim GmbH 
Sandhofer Str, 116 

Anschrift: 

68305 Mannheim 


Von der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNCSCTEIXE 
zugctcillc EINGANGSNUMMER: 
DSM 10239 

Oanim der Htntericfuns odcr Weheiicituiig': 

1995-09-06 



III. LEBENSFAHIGKErrSBESCKEINlGUNG 



Die UbcnsflUtigkch des uoier II gcnannten MilODorganismus istun 1995-09-06* geprttft worden. 
Zu dksem Zeitpunkt wsr dcr Mikroorfinisinus 

(X)* IcbensAhig 

( )* niehi mehr IcbcnsfUiig 



rv. BEDINGUNGEN, UNTER DENEN DIE LEBENSFAHIGKSTSPROFUNG DURCHGEFUHRT WORDEN IST 



V. [NTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSreLLE 



Nane: 



DSM-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 
MDCROORGANISMEN UNO ZELUCULTUREN GmbH 



Anschrift: Mascherodcr Weg I b 
0-3tl24 Bnufuchwcig 



Untertchri/Uen) der rur Veitrctung dcr intereitioiulen Htsterkfungssdic 
befiigttn Pefion<cn) oder des (der) von thr crmtchtigun 



Dmun: 1995-09-08 



An^be des Dnmdcr EmhinterJegung. Wenn cine emevte Hintcrfegung oder etne Weiterlehung vonenommen 
der jrweib ktitai cnseuten Himerlegung oder Weiterletnmg. 
In den in Rcgel 10^ Buehsubc ■ Zifler u und iii vorgctehcncn Ftlkn Angtbe der tctzten UbensfthigkeiuprtifimR 
Zutreffcndes ■nkmacn. e k 

AusftUlen. warn die Angaben besitngi woideo find und wenn die Ergcbniise dcr PrDfting Regativ waren. 



worden t$u Angabe des Dauns 



FocmbUa DSM-6P/9 (cinzige ScUe) 07/94 
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Patentanspruche 

1 . Thermolabiies Enzym mit Uracil-DNA-Glykosylase-Aktivitat erhaltlich aus Gramm- 
positiven Mikroorganismen mit einem Reinheitsgrad von mindestens 95% (SDS-Gel) 
und Halbwertszeiten von weniger als 5 Minuten bei ca. 40®C und weniger als 2 
NCnuten bei ca. 45*^0. 

2, Enzym nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daO der Gehalt an kontaminieren- 
den Fremdaktivitaten kleiner als 2% ist und die spezifische Aktivitat mindestens 5 x 
10* U/mg Protein betr^gt. 

3- Enzym nach Anspruch 1 oder 2 erhaltlich aus Mikroorganismen der Gattung Ar- 
throbacter oder Micrococcus. 

4. Enzym nach einem der Anspriiche 1, 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, dafi das En- 
zym aus dem Stanmi DSM 10239 isoiiert wird. 

5. Stabilisierte Losung des thermolabilen Enzyms mit UraciUDNA-Glykosylase- Akti- 
vitat nach Anspruch 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB das Enzym in einer Mi- 
schung bestehend aus 10 bis 250 mM einer im schwach alkalischen Bereich puffem- 
der Substanz, 0,1 bis 5 mM eines Komplexbildners, 0,5 bis 5 mM eines SH-Gruppen 
stabilisierenden Agenzes, mindestens 100 mM Natriumchlorid, 45 bis 55% (v/v) 
Glycerin und gegebenenfalls 0, 1 bis 5,0 mg/ml Rindersemmalbumin enthalten ist. 

6. Stabilisierte Enzymlosung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB ca. 50 mM 
Hepes/KOH, pH 8,0, ca. 1 mM EDTA, ca. I mM Dithiothreithol, ca. 300 mM 
Natriumchlorid und ca. 50% (v/v) Glycerin enthalten sind. 

7. Verfahren zur Gewinnung eines thermolabilen Enzyms mit Uracii-DNA-Glykosylase- 
Aktivitat und einer Halbwertszeit von weniger als 5 Minuten bei ca. 40X und einer 
Halbwertszeit von weniger als 2 Minuten bei ca, 45**C aus Granmi-positiven 
Mikroorganismen, dadurch gekennzeichnet, daO nach AufschluB der Zellen und 
Abtrennung von DNA eine Hydroxyapatit-Chromatographie, eine Anionenaus- 
tauschchromatographie und eine hydrophobe Chromatographic ausgefuhrt wird. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daO die DNA- Abtrennung 
durch Polymin-Fallung erfolgt. 
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9. Verfahren nach Anspruch 7 oder 8, dadurch gekennzeichnet, dafl die Anionenaus- 
tauschchromatographie an Q-Sepharose fF(high load) erfolgt. 

10. Verfahren nach Anspmch 7, 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet, daO der hydrophobe 
Chromatographieschritt an Phenyl-Sepharose fF erfolgt. 

1 1 Verfahren nach Anspruch 7, 8. 9 oder 10, dadurch gekennzeichnet, dafl der Gramm- 
positive Mikroorganismus DSM 10239 verwendet wird. 

12. Verwendung eines thermolabilen Enzyms mit Uracil-DNA-Glykosylase-Aktivitat 
nach einem der Anspriiche 1 bis 6 zum Nachweis uracilhaltiger DNA bzw. zur Ent- 
fcmung der Base Uracil aus DNA, dadurch gekennzeichnet, dafl eine Mischung mit 
uracilhaltiger DNA mit dem Enzym ca. eine Minute bis 30 Minuten bei einer Tem- 
pcratur von ca. I0°C bis 30°C inkubiert und ca. 1 bis 10 Minuten auf ca. 95°C erhitzt 
wird. 

13. Verwendung nach Anspruch 12. dadurch gekennzeichnet, dafl es sich bei der uracil- 
haltigen DNA um spezifisch amplifizierte DNA handelt. 

14. Verwendung nach Anspruch 12 oder 13, dadurch gekennzeichnet, dafl bei inkubation 
zwischen ca. 30 Sekunden und vier Stunden bei ca. 4°C keine Aktivitat von Uracil- 
DNA-Glykosylase mehr feststellbar ist. 

15. Kit zur Vervielf&ltigung von spezifischen Nukleinsauren bzw. entsprechender Frag- 
mente, dadurch gekennzeichnet, dafl folgende Komponenten enthalten sind: 

(a) ein thermolabiles Enzym gemafl etnem der Anspriiche 1 bis 4 in einem geeigneten 
LagerpufiTer, 

(b) die Nukleotidtriphosphate dATP, dCTP, dOTP und dUTP, 

(c) eine thermostabile DNA-Polymerase und 

(d) einen im pH-Bereich von 7,5 bis 9,2 pufFemde Substanz (ReaktionspuflFer). 

16. Kit nach Anspruch 1 5, dadurch gekennzeichnet, daO das thermolabile Enzym in einer 
Konzentration von ca. 0,1 bis 5,0 U/|il vorliegt. 

17. Kit nach Anspruch 15 oder 16. dadurch gekennzeichnet, dafl die Nukleotidtriphos- 
phate dATP, dCTP und dGTP jeweils ca. ein Drittel der Konzentration von dUTP 
ausmachen. 



wo 97/20922 



17 



PCT/EP96/05398 



18. Kit nach einem der Anspriiche 15 bis 17, dadurch gekennzeichnet, daD ca. 2 bis 10 
U/m1 (Endkonzentration) der thermostabilen DNA-Polymerase voriiegt. 

19. Kit nach einem der Anspriiche 15 bis 19, dadurch gekennzeichnet, daO der Reak- 
tionspuffer auBerdem ca. 10 bis 100 mM Kaliumchlorid und/oder ca. 1,0 bis 5,0 mM 
Magnesiumchlorid enth&lt. 
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